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INNOVATIVI PER LA
PROTEZIONE DELLE BOTTI DALLE
CONTAMINAZIONI MICROBICHE

La sanificazione chimico-fisica delle barriques appare sempre meno sostenibile.

Il trattamento sperimentato sembra poter conferire al legno maggiore resistenza

agli attacchi microbici senza pregiudizio delle caratteristiche utili alla maturazione del
vino. | risultati di laboratorio sono incoraggianti e possono aprire la strada alla verifica
della compatibilita con le bevande alcoliche e della applicabilita in scala di cantina.

Premessa

Le botti sono uno strumen-
to enologico prezioso ma €
noto che la porosita del legno
puo favorire la crescita di
una complessa microflora, in
grado di causare alterazioni
dei vini. Le botti nuove sono
normalmente prive di mi-
crorganismi alterativi ma, gia
dopo pochi mesi di utilizzo,
la concentrazione di lieviti e
batteri presenti sulla superfi-
cie interna di questi vasi vi-
nari puo superare le mille
cellule per cm?. I trattamenti

oggi disponibili per la pulizia
e la sanificazione delle botti
possono contenere questa
crescita senza, tuttavia, forni-
re soluzioni “definitive” per
le quali occorrerebbe “ripen-
sare” in il materiale stesso
con cui le botti sono fatte,
cioe il legno.

Un utile contributo in que-
sta direzione potrebbe venire
dal trattamento del legno con
composti a base di silice de-
nominati alcossidi. Come
hanno dimostrano applica-
zioni in campo elettronico,
ottico ed edilizio, derivati or-

ganici della silice - sintetiz-
zati mediante un processo
chimico denominato sol-gel -
sono utili per ottimizzare le
proprieta superficiali di vari
materiali. Nel caso del legno,
i pitt comuni metodi di tratta-
mento con derivati della sili-
ce tuttavia implicano condi-
zioni chimico/fisiche drasti-
che - necessarie per favorire
le reazioni alla base della
formazione dei polimeri sili-
cei - che non si adattano ad
applicazioni che richiedono
il mantenimento delle pro-
prieta superficiali native del
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legno stesso. In questo caso,
una valida alternativa - pro-
posta in settori piu affini alla
scienza enologica come quel-
lo biologico e medicale -
consiste nell’utilizzo diretto
di alcossidi, come il metil-
trietossisilano (MTES) in fa-
se gassosa.

In questo lavoro viene de-
scritta I’applicazione del me-
todo generale di rivestimento
di materiali organici con un
polimero organo-siliceo, de-
rivato da MTES in fase gas-
sosa, per il trattamento della
superficie interna delle barri-
ques in modo da migliorarne
le caratteristiche di resistenza
al microorganismi alterativi
del vino. Allo stato attuale le
prove sono state realizzate
esclusivamente su scala di
laboratorio, tuttavia gli inco-
raggianti risultati ottenuti
fanno ritenere utile e oppor-
tuna in futuro la verifica sia
della corrispondenza del trat-
tamento ai requisiti di com-
patibilita con le bevande al-
coliche che della reale appli-
cabilita in scala di cantina. Il
lavoro testimonia la capacita
della ricerca italiana di ope-
rare nel campo dell’innova-
zione tecnologica finalizzata
a cercare e validare soluzioni
a-problemi concreti della tra-
sformazione enologica.

Sintesi e proprieta del
polimero organo-siliceo.
Per tutti gli esperimenti sono
stati impiegati blocchetti di
legno di rovere di 50x40x30
mm, ricavati da doghe di
barriques a media tostatura
nuove, che sono stati rivestiti
con paraffina su cinque lati
per simulare la condizione
delle botti dove solo una fac-
cia delle doghe ¢ a contatto
con il vino. I campioni di le-
gno sono stati quindi esposti
in una camera di reazione
(Fig. 1) a un trattamento su-
perficiale con i vapori del
precursore siliceo (MTES),
che, caratterizzato da un pun-
to di ebollizione relativamen-
te basso, intorno ai 140°C,
era trasferito da un flusso di
azoto da una seconda camera
riscaldata e pressurizzata. Al
momento del contatto tra le-
gno e MTES, I’'umidita natu-
ralmente presente sui bloc-
chetti favoriva la polimeriz-

Tab. 1 - Principali caratteristiche dei campioni di

legno dopo trattamento

con metiltrietossisilano (MTES) in fase gassosa (Media = SD, n = 5)

Campione | Tempo di esposizione Variazione in  Variazionein  Si
| alMTES(min)  volume(%)  peso (%)  (mg/m?)
Legno non trattato 0 - - 0.06+0.01
5 1.840.8 27211 0.79+0.26
Legno trattato 10 1.3+1.6 1.740.6 1.7840.47
15 25+11 2.1409 2254041

zazione dei monomeri silicei
sulla superficie del legno.
Sono stati testati diversi tem-
pi di trattamento, trai 5 e i
20 minuti, al termine dei
quali i campioni di legno so-
no stati posti per 60 minuti a
25° C per dar il tempo al po-
limero di stabilizzarsi.

La caratterizzazione chi-
mico/fisica del materiale cosi
ottenuto ha visto I’impiego
di diversi approcci analitici.
Le osservazioni al microsco-
pio sono state eseguite sia
con microscopio ottico (Ni-
kon SMZ80) che con un mi-
croscopio elettronico a scan-
sione (SEM). Inoltre, per de-
finire con precisione la strut-
tura molecolare del polimero
siliceo ¢ stato acquisto lo
spettro NMR del 2°Si utiliz-
zando un NMR allo stato so-
lido (Bruker 400 WB). La
determinazione quantitativa
del silicio ¢ stata invece svol-
ta in spettrometria di massa
al plasma accoppiato indutti-
vamente (ICP-MS) utilizzan-
do un apparato Agilent 7500
su campioni precedentemen-
te mineralizzati.

Test biologici. Sono stati
condotti anche test biologici
per valutare la reale efficacia
del polimero organo-siliceo
nel prevenire le contamina-
zioni microbiche senza alte-
rare i processi fermentativi.
Prove di fermentazione sono
state eseguite in terreno sin-
tetico in cui erano stati pre-
cedentemente immersi cam-
pioni di legno trattati con
MTES.

Per quanto riguarda la pro-
tezione da microrganismi al-
terativi, le prove di contami-
nazione dei blocchetti di le-
gno sono state eseguite me-
diante immersione dei cam-
pioni in colture di diverse

specie di microrganismi rite-
nuti alterativi nel settore eno-
logico. I blocchetti di legno
sono stati mantenuti in con-
tatto con la coltura per 14
giorni a 20°C dopo di che so-
no stati eseguiti dei lavaggi
volti a simulare 1 comuni
trattamenti di cantina e le ca-
riche microbiche superficiali
residue sono state determina-
te secondo la norma ISO
18593:200419.

Cessione di fenoli. Con
questo esperimento si ¢ volu-
to valutare se la membrana
organo-silicea superficiale
salvaguardasse ancora, gra-
zie alla sua micro porosita, la
cessione di fenoli semplici
nel vino da parte del legno.
Per far questo i campioni di
legno trattati con MTES so-
no stati posti a macerare in
vino bianco per 16 giorni. Al
termine, i fenoli ceduti al vi-
no sono stati analizzati con
un HPLC (Alliance 2695)
dotato di detector coulome-
trico e colonna Supelco
Ascentis Express.

Risultati e
discussione

Il materiale e la sua
struttura. Al termine del ri-
vestimento dei campioni €
stato dapprima valutato se il
rivestimento siliceo induces-
se modificazioni fisiche nella
struttura del legno. Non sono
state osservate variazioni si-
gnificative nel peso e nelle
dimensioni dei campioni
(Tab. 1) soprattutto se con-
frontiamo i risultati ottenuti
con i dati relativi ai tratta-
menti tradizionali di legno
con alcossisilani. Per le ap-
plicazioni di interesse enolo-
gico, ed in particolare per le

barriques, questo risultato ¢
di particolare importanza
perché una delle caratteristi-
che peculiari di queste botti ¢
che sono ottenute per inca-
stro delle doghe di quercia,
senza uso di giunture. In
queste condizioni forti varia-
zioni dimensionali portereb-
bero a fratture nelle botti e
perdita di tenuta.

L’analisi elementare con-
dotta mediante ICP-MS con-
ferma la presenza di silicio
sulla superficie del legno al
termine dei trattamenti con
MTES in fase gassosa (Tab.
1) in quantita proporzionale
al tempo di trattamento. Le
osservazioni condotte con il
SEM dimostrano 1’effettiva
formazione di una membrana
silicea uniforme sui campio-
ni di legno. Il profilo non
omogeneo tipico della super-
ficie nativa del legno (Fig.
2A) ¢ evidentemente modifi-
cato dallo strato siliceo (Fig.
2B) ottenendo una superficie
liscia € omogenea. Questi ri-
sultati trovano conferma in
precedenti lavori che si sono
occupati di trattamenti super-
ficiali del legno con derivati
di silice per aumentarne la
resistenza agli attacchi biolo-
gici. Tuttavia nel presente
caso le modificazioni super-
ficiali e la riduzione di poro-
sita sono ottenute in condi-
zioni di reazione piu blande e
in tempi rapidi. Inoltre 1’uti-
lizzo di un fluido gassoso
consentira in futuro di tratta-
re anche superfici complesse
o di difficile accesso, come
appunto la superficie interna
delle barriques che, infatti,
gia oggi sono sovente sanifi-
cate con vapore.

La conformazione moleco-
lare della membrana silicea &
stata definita mediante anali-
si NMR allo stato solido. Lo
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Tab. 2 - Costanti cinetiche delle fermentazioni condotte con Saccharomyces cerevisiae in presenza di

campioni di legno.

Campione . Wiy Km . Remd . ;’Ce‘llulé; di lieifit()hﬂl
. (x10°m CO, s ~ fermentazione (%)  mezzo al 50% della
. . . fermentazione (x10" cell/ml)
Legno non trattato 15 +0.01 0.30 £ 0.01 64.1 £09 19 +0.1
Legno trattato (5 min) 116+ 002 0.20 £ 0.02 63105 1802
Legno trattato (10 min) 1.09 = 0.01 0.19 £ 0.01 629 +09 18+ 101
Legno trattato (15 min) 120 + 0.01 023 £ 001 632 +0.6 18 £0.1

spettro del 2Si (Fig. 3) evi-
denzia la presenza delle unita
strutturali T3 [H;CSi(OSI);]
e T2 [H;CSi(OSI),OR] e la
completa assenza di mono-
meri residui non polimeriz-
zati (T1). Questi risultati in-
dicano che il polimero for-
matosi sulla superficie del le-
gno ¢ stabile e non sono pre-
senti residui liberi che po-
trebbero essere rilasciati nel
vino durante il contatto con il
legno trattato.

Protezione dai contami-
nati. Visti gli scopi del lavo-
ro, ’effetto protettivo della
membrana organo-silicea ¢
stato studiato focalizzando
I’attenzione sui principali
microrganismi alterativi in
campo enologico (Fig. 3).1
campionamenti microbiolo-
gici superficiali dimostrano
che nei legni trattati con sili-
ce un lavaggio blando, svolto
con acqua calda, garantisce
un abbattimento della con-
centrazione microbica super-
ficiale di almeno due unita
logaritmiche. In condizioni
reali, considerando la comu-
ne contaminazione microbica
delle botti, questo risultato
sarebbe sufficiente a consi-
derare le botti prive di carica
microbica contaminate. Nel
caso del legno non trattato,
un analogo lavaggio lascia
una carica microbica decisa-
mente piu elevata.

Per spiegare 1’effetto pro-
tettivo della membrana orga-
no-siliceo occorre considerare
diversi aspetti. E’ noto che il
polimero ottenuto da MTES
abbia un carattere idrofobo, in
grado di sfavorire I’adesione
delle cellule alla superficie ri-
ducendo le interazioni chimi-
che tra le cellule e substrato
tipiche dei meccanismi di for-

mazione di biofilm. Inoltre, la
deposizione della membrana
organo-silicea riduce la ma-
cro porosita del legno, impe-
dendo una profonda penetra-
zione di microrganismi nel
materiale al riparo dai tratta-
menti di pulizia.

Compatibilita biologica.
L’assenza di interferenze ne-
gative con l’attivita di Sac-
charomyces cerevisiae ¢ stata
valutata mediante fermenta-
zioni in substrati sintetici a di-
retto contatto con campioni di
legno trattato e non. I dati so-
no stati trattati seguendo 1’ap-
proccio Lineweaver & Burk
per determinare le costanti ci-
netiche di processo. In Tab. 2
sono riportati i parametri utili
per confrontare i processi fer-
mentativi. Nessuna differenza
¢ stata trovata tra le V,,, delle
fermentazioni svolte in pre-
senza di blocchetti di legno
rivestiti o meno. Anche la K|
e la resa della fermentazione
non variavano nelle diverse
prove e sono nel range tipico
di Saccharomyces cerevisiae.
La misura della densita cellu-
lare nel mezzo, dopo il consu-
mo del 50% di zuccheri, dis-
sipa definitivamente i dubbi
circa la tossicita della mem-
brana organo-silicea per le
cellule presenti nel mezzo. I
dati infatti mostrano una ele-
vata concentrazione di lieviti,
superiore alle 107 cell/ml, ti-
pica di Saccharomyces cere-
visiae, durante la fermenta-
zione alcolica.

Interazioni tra vino e le-
gno. La Fig. 4 mostra il con-
fronto tra i contenuti medi di
fenoli semplici misurati in
vino dopo un periodo di 16
giorni di contatto tra il vino e
i campioni di legno trattati o

meno con silice. Nessuna
differenza statisticamente si-
gnificativa dovuta al tratta-
mento & stata riscontrata per i
composti analizzati. L’unica
eccezione ¢ rappresentata
dall’acido omovanillico, una
molecola di scarsa rilevanza
enologica e forte ossidabilita.
Il comportamento ambiva-
lente della membrana silicea,
in grado di permette la mi-
grazione di piccole molecole
ma, allo stesso tempo, capa-
ce di contrastare la migrazio-
ne di strutture che hanno un
alto significato biologico
quali cellule, anticorpi o pro-
teine, & gia stato descritto in
precedenza.

Nel presente lavoro si ¢
messo in evidenza come, no-
nostante il film organo-siliceo
copra uniformemente il le-
gno, la trama che risulta dalla
condensazione delle unita di
MTES, [(CH;)Si](OEt), (n =
1,2,3), crei una micro porosita
che permette la piena conser-
vazione degli scambi chimici,
senza interferenze con il pro-
cesso di invecchiamento del
vino in cui le frazioni fenoli-
che rilasciate dalle botti gio-
cano un ruolo fondamentale.

Considerazioni
conclusive

Anche per rispondere ai
desideri dei consumatori pil
attenti, nell’industria enolo-
gica J’attenzione dei tecnici €
sempre pil diretta all’otteni-
mento di prodotti a basso im-
patto ambientale, senza pre-
giudicare la qualita e la salu-
brita dei vini. In questo sen-
so, i tradizionali trattamenti
di sanificazione, basati su un
ampio impiego di prodotti
chimici e/o di energia, appa-
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Fig. 1 - Schema dell’apparato per il trattamento del legno con metiltrie-
tossisilano (MTES) in fase gassosa
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Fig. 2 - Morfologia del legno prima (A) e dopo
(B) il trattamento di ricopertura copertura con il

polimero organo-siliceo
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iono sempre meno sostenibili
e nuovi approcci alla preven-
zione della contaminazione
microbica sono auspicabili.
In questo lavoro ¢ stata de-
scritta una soluzione alterna-
tiva, basata sulla sintesi di un
nuovo materiale composito
ottenuto per deposizione gas-
sosa di una membrana di sili-
ce sul legno delle barriques.
La membrana silicea si ¢ di-
mostrata in grado di garanti-
re al legno il mantenimento
dei fenomeni essenziali al
processo di maturazione del
vino, legati alle cessioni di
composti fenolici semplici,
riducendo nel contempo la

sensibilita del legno stesso
agli attacchi da parte dei mi-
crorganismi contaminati. I ri-
sultati ottenuti in laboratorio
dovranno essere validati cir-
ca la corrispondenza del trat-
tamento ai requisiti di com-
patibilita con le bevande al-
coliche ed eventualmente
“esportati” in condizioni rea-
li di cantina, su botti intere,
al fine di verificare 1’effetti-
va applicabilita delle soluzio-
ni proposte all’industria eno-
logica.
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siluno in fuse gassosa.
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